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DIAGNOSE VON SEPSIS DURCH SELECTIVE BESTIMMUNG DER KONZENTRATION DER CU/ZN 
SUPEROXIDDISMUTASE (CU/ZN SOD) IN PATIENT ENPROBEN 



Die vorliegende Erfindung betrifft ein neues prognostisches 
Verfahren, das im Rahmen der klinischen Versorgung von 
Patienten auf Intensiv- und Notf allstationen, insbesondere 
Sepsispatienten, zur Anwendung kommen kann und Aussagen zum 
Mortalitatsrisiko bzw. zur Uberlebenswahrscheinlichkeit 
solcher Patienten ermoglicht . 

Die vorliegende Erfindung hat ihren Ausgangspunkt in inten- 
siven Forschungsarbeiten der Anmelderin im Zusammenhang mit 
weiteren Verbesserungen der Diagnose und Therapie von Sep- 
sis. 

Als Entzundungen (Inf lammationen) werden ganz allgemein 
bestimmte physiologische Reaktionen eines Organismus auf 
verschiedenartige auSere Einwirkungen wie z.B. Verletzungen, 
Verbrennungen, Allergene, Infektionen durch Mikroorganismen 
wie Bakterien und Pilze und Viren, auf Fremdgewebe, die 
Ab s t ofiung s re akt i onen auslosen, oder auf bestimmte entzun- 
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dungsauslosende endogene Zustande des Korpers, z.B. bei 
Aut oimmunerkrankungen und Krebs , bezeichnet. Entziindungen 
konnen als harmlose, lokal begrenzte Reaktionen des Korpers 
auftreten, sind jedoch auch typische Merkmale zahlreicher 
.ernster chronischer und akuter Erkrankungen Von einzelnen 
Geweben, Organen, Organ- und Gewebsteilen . 

LoJcale Entziindungen sind dabei meist Teil der gesunden 
Immunreaktion des Korpers auf schadliche Einwirkungen, und 
damit Teil des lebenserhaltenden Abwehrmechani smus des 
Organismus . Wenn Entziindungen jedoch Teil einer fehlgeleite- 
ten Reaktion des Korpers auf bestimmte endogene Vorgange wie 
z.B. bei Aut oimmunerkrankungen sind und/oder chronischer 
Natur sind, oder wenn sie systemische AusmaSe erreichen, wie 
beiin systemischen Inflammations syndrom (Systemic Inflammato- 
ry Response Syndrome, SIRS) oder bei einer auf infektiose 
Ursachen zuruckzuf uhrenden schweren Sepsis/ geraten die fur 
Ent zundungs reaktionen typischen physiologischen Vorgange 
auSer Kontrolle und werden zum eigentlichen, haufig lebens- 
bedrohlichen Krankheitsgeschehen von Patienten, die dement - 
sprechend typischerweise auf der Intensivstation einer 
Klinik betreut werden mussen. In der folgenden Beschreibung 
werden derartige Patienten in der Regel als Sepsispatienten 
bezeichnet, wobei dieser Begriff jedoch nicht unbedingt eine 
vorausgehende Sepsisdiagnose bei den Patienten voraussetzt 
und generell kritisch kranke Patienten auf Intensivstat io- 
nen, fur die ein Sepsisrisiko besteht, erfassen soli. 

Es 1st heute bekannt, dass die Entstehung und der Verlauf 
von entziindlichen Prozessen von einer bet racht lichen Anzahl 
von Substanzen, die uberwiegend proteinischer bzw. peptidi- 
scher Natur sind, gesteuert werden bzw. von einem mehr oder 
weniger zeitlich begrenzten Auftreten bestimmter Biomolekule 
begleitet sind. Zu den an Ent zundungsreaktionen beteiligten 
endogenen Substanzen gehoren insbesondere solche, die zu den 
Cytokinen, Mediatoren, vasoaktiven Substanzen, Akutphasen- 
proteinen und/oder hormonellen Regulatoren gezahlt werden 
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konnen. Die Entzundungsreaktion stellt eine komplexe physio- 
logische Reaktion dar, an der sowohl das Entzundungsgesche- 
hen aktivierende endogene Substanzen (z.B. TNF-of) als auch 
desaktivierende Substanzen (z.B. Interleukin-10 ) beteiligt 

m 

sind. 

Bei systemischen Entzundungen wie im Falle einer Sepsis bzw. 
des septischen Schocks weiten sich die entzundungsspezif i- 
schen. Reaktionskaskaden unkontrolliert auf den gesamten 
Korper aus und werden dabei, im Sinne einer uberschieSenden 
Iramunantwort, lebensbedrohlich . Zu den gegenwartigen Kennt- 
nissen uber das Auftreten und die moglichen Rolle einzelner 
Gruppen endogener entzundungsspezif ischer Substanzen wird 
beispielsweise verwiesen auf A.Beishuizen, et al . , "Endoge- 
nous Mediators in Sepsis and Septic Shock", Advances in 
Clinical Chemistry, Vol.33, 1999, 55-131; und C.Gabay, et 
al., "Acute Phase Proteins and Other Systemic Responses to 
Inflammation", The New England Journal of Medicine, Vol.340, 
No. 6, 1999, 448-454. Da sich das Verstandnis von Sepsis, und 
damit auch die anerkannten Def initionen, in den letzten 
Jahren gewandelt haben, wird auSerdem verwiesen auf K. Rein- 
hart, et al., "Sepsis und sept ischer Schock" , in: Intensiv- • 
medizin, Georg Thieme Verlag, Stuttgart -New York, 2001, 756- 
760; wo eine moderne Definition des Sepsis-Begrif f es gegeben 
wird. Zur Bedeutung des Krankheitsbilds "schwere Sepsis" 
. wird ferner verwiesen auf (34; Zahlen in Klammern beziehen 
sich in dieser Beschreibung auf die Literaturstellen, die 
unter der gleichen Nummer in der Literaturliste am Ende der 
Beschreibung erscheinen) . Eine jiingere Zusammenf assung der 
Kriterien und Definitionen fur eine Sepsis und eng verwandte 
Krankheitsbilder findet sich unter http://www.talessin.de/- 
scripte/medizin/sepsisl.html. Im Rahmen der vorliegenden 
Anmeldung wird der Begriff Sepsis in einem umfassenden Sinne 
in Anlehnung an die Definitionen, wie sie den genannten 
Verof fentlichungen entnommen werden konnen, fur septische 
Krankb-eitsbilder von schwer erkrankten Patienten auf Inten- 
sivst ationen verwendet . 
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Wahrend wenigstens im europaischen Raum die durch eine 
positive Blutkultur nachweisbare systemische bakterielle 
Infektion lange den Sepsisbegrif f pragte, wird die Sepsis 
heute in erster Linie als systemische Entziindung verstanden, 
die infektiose Ursachen hat, als Krankheitsgeschehen jedoch 
groSe Ahnlichkeiten mit systemischen Entzundungen aufweist, 
die durch andere Ursachen ausgelost werden . Dem genannten 
Wandel des Sepsis -Verstandnisses entsprechen Veranderungen 
der diagnostischen Ansatze. So wurde der direkte Nachweis 
bakterieller Erreger durch komplexe Uberwachungen von Labor- 
parametern und hamodynamischen Parametern unter Anwendung 
computergestiitzter sog . Score -Syst erne (z.B. APACHE II SCORE; 
APACHE steht fur "Acute Physiology and Chronic Health Eva- 
luation"; vgl. (33) sowie Einleitung der DE 42 27 454 CI) 
sowie in jungerer Zeit insbesondere auch durch den Nachweis 
bestimmter am Sepsisgeschehen bzw. am Ent zundungsgeschehen 
beteiligter endogener. Substanzen, d.h. spezifischer "Biomar- 
ker" , ersetzt bzw. erganzt . 

Von der groSen Zahl von Mediatoren und Akutphasenproteinen 
eignen sich dabei fur diagnostische Zwecke insbesondere 
solclie/ deren Auftreten sehr spezifisch fur- Sepsis bzw. 
bestimmte Phasen einer Sepsis ist, deren Konzentrationen 
sich drastisch und diagnostisch signifikant verandern und 
die auSerdem die fur Routinebestimmungen erf orderli'chen 
Stabilitaten aufweisen und hohe Konzentrationswerte erred - 
chen. Fur diagnostische Zwecke steht dabei die zuverlassige 
^Correlation von Krankheitsgeschehen (Sepsis) mit dem jewei- 
ligen Biomarker im Vordergrund, ohne dass des sen Rolle in 
der komplexen Kaskade der am Sepsisgeschehen beteiligten 
endogenen Substanzen stets im einzelnen bekannt sein muss. 

Eine derartige als Sepsis-Biomarker besonders geeignete 
endogene Substanz ist Procalcitonin. Procalcitonin ist ein 
Prohormon, dessen Serum-Konzentrationen unter den Bedingun- 
gen einer systemischen Entzundung infektioser Atiologxe 
(Sepsis) sehr hohe Werte erreichen, wahrend es bei Gesunden 



WO 2005/076006 PCT/EP2005/001037 

- 5 - 

so gut wie nicht: nachweisbar ist. Hohe Werte an Procalcito- 
nin werden auJSezrdem in einem relativ fruhen Stadium einer 
Sepsis erreicht, so dass sich die Bestimmung von Procal- 
citonin auch zu Fruherkennung einer Sepsis und. zur fruhen 
Unterscheidung einer infektios bedingten Sepsis von schweren 
Entzundungen, die auf anderen Ursachen beruhen, eignet. Die 
Bestimmung von Procalcitonin als Sepsismarker ist Gegenstand 
der Verof f entlichung M.Assicot, et ai . , "High serum procal- 
citonin concentrations in patients with sepsis and infec- 
tion", The Lancet, vol.341, No. 8844, 1993, 515-518; und der* 1 
Patente DE 42 27 454 C2 bzw. EP 0 656 121 Bl bzw. US 
5,639,617. Auf die genannten Patente und in der genannten 
Verof fentli chung angefuhrten fruhen Literaturstellen wird 
zur Erganzung der vorliegenden Beschreibung ausdrucklich 
Bezug genommen. 

Die Ver f ugbarkei t des Sepsismarkers Procalcitonin hat der 
Sepsisforschung starke Impulse gegeben, und es werden gegen- 
wartig intensive Anstrengungen unternommen, weitere Biomar- 
ker zu finden, die die Procalcitonin-Bestimmung erganzen 
konnen und/oder zusatzliche Informationen fur Zwecke der 
Feindiagnostik bzw. Dif f erentialdiagnostik zu lief em ver- 
mogen. Erschwert wird die Suche nach potent iellen neuen 
Sepsis -Biomarkern allerdings dadurch, dass haufig noch sehr 
wenig oder nicht s uber die genaue Funktion bzw. uber die 
genauen Grunde fur das Auftreten bestimmter endogener Sub- 
stanzen, die am Sepsisgeschehen beteiligt sind, bekannt ist. 

Die Ergebnisse der experimentellen Uberpriifung eines frucht- 
baren rein hypotlaetischen Ansatzes zur Ermittlung weiterer 
potentieller Sepsismarker finden sich in DE 198 47 690 Al 
bzw. WO 00/22439. Dor.t wird gezeigt, dass bei Sepsis nicht 
nur die Konzentration des P'rohormons Procalcitonin erhoht 
ist, sondern aucli fur andere Substanzen, die zu den Peptid- 
Prohormonen gerechnet werden konnen oder die Fragmente 
solcher Prohormone darstellen und eine fur solche Prohormone 
typische Immunreaktivitat aufweisen, signifikant erhohte 
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Konzentrationen beobachtet werden konnen . Wahrend das be- 
schriebene Ptianomen gut dokumentiert ist, sind die genauen 
Ursachen fur den nachweisbaren Anstieg der Konzentrationen 
von Prohormonen oder ihrer Fragmente bei Sepsis in den 
meisten Fallen weitgehend ungeklart . 

Die vorliegende Anmeldung baut auf ein Ergebnis eines ande- 
ren fruchtbaren, rein experimentellen Ansatzes fur die Suche 
nach weiteren sepsisspezif iscfren Biomolekulen auf. Dieser 
beruht darauf , dass man durch Verabreichung eines Endotoxins 
an Primaten (Paviane) bei diesen eine kunstliche Sepsis er» 
zeugt und dann durch Vergleich der Gelelektrophorese-Pro- 
teinspotmuster von endotoxinbehandelten und von unbehandel- 
ten Pavianen endogene Substanzen von peptischer bzw. protei- 
nischer Natur ermittelt, die nur bei den " septischen" Pavia- 
nen gefunden werden und die daher potent ielle sepsisspezi- 
fische Biomarker darstellen. Das Primatenmodell wurde dabei 
aufgrund der sehr groSen Ahnlichkeit der Physiologie von 
Primaten und Menschen und der hohen Kreuzreaktivitat mit 
vielen therapeutischen und diagnost ischen humanen Reagenzien 

gewahlt . 

Wie im experimentellen Teil alterer Patentanmeldungen der 
Anmelderin genauer. ausgefuhrt wird, wird dabei nach experi- 
menteller Auslosung einer kiinstlichen Sepsis' in Pavianen 
durch Endotoxinverabreichung (LPS aus Salmonella Typhimuri- 
um) und 2D-gelektrophoret ischer Aufarbeitung von Lebergewebe 
der behandelten Tiere eine Anzahl von nur bei den behandel- 
ten Tieren identif izierbaren Proteinspots gefunden. Die den 
Spots entspirechenden proteinischen Produkte werden aus dem 
• Elektrophoresegel isoliert und massenspektrometrisch (v. a. 
mittels Tandem-Massenspektrbmetrie) untersucht . 

Nach dem genannten Verf ahren wurden, wie in. alteren deut- 
schen und europaischen Patentanmeldungen der Anmelderin 
erstmals beschrieben wurde, als neuartige Sepsismarker u.a. 
die Proteine "Inflammin" (WO 02/085937), CHP (WO 03/005035)., 
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losliche Cytokerat in- 1- Fragment e (sCYlF; WO 03/002600) , das 
Proteine LASP-1 (WO 03/089934) sowie Enzyme wie Aldose-1- 
Epimerase (Mutarofcase ; WO 03/048780), Glycin-N-Acyl- Trans- 
ferase (GNAT; WO 03/048781) und losliche Carbamoylphosphat 
Synthetase 1 (CPS 1; WO 03/089933) identif iziert . 

» 

Der Inhalt der genannten alteren Anmeldungen der Anmelderin 

■ 

ist durch die ausdruckliche Bezugnahme auf diese Anmeldungen 
als Teil der Offenbarung der vorliegenden Anmeldung anzuse- 
hen. 

Bei den geschilderten Untersuchungen wurden als sepsisspezi- 
fische Proteinspots auch zahlreiche Substanzen gefunden, die 
bereits als sog. " Akutphasenprot eine " bekannt waren bzw. fur 
die eine nachtragl iche Literaturrecherche ergab, dass ihr 
Auftreten in einem Zusammenhang mit Ent zundungen bzw. Sepsis 

9 

bereits diskutiert wurde. 

Ein solcher Proteinspot War auch der Spot, der sich bei 
seiner analytischen Aufarbeitung als ein Super oxiddi smut ase- 
Enzym, namlich das Enzym Cu- und Zn-abhangige Superoxiddis- 
mutase (Cu/Zn SOD; SOD-1) , erwies . 

• 

Superoxiddismutasen (SOD, EC 1.15.1.1.) sind Enzyme mit 
Antioxidantien-Funktion, die in der Lage sind, das reaktive 
Superoxidanion Q 2 ~ in weniger reaktive Spezies umwandeln. 
Eukaryotische Zellen enthalten zwei unterschiedliche SOD- 
Typen, namlich Cu/Zn SOD (auch- als SOD-1 bekannt) und Mn 
SOD. Humane Cu/Zn SOD wird in erster Linie im Cytosol gefun- 
den. Cu/Zn ist ein aus zwei identischen Untereinheiten 
bestehendes Dimeres mit einer molaren Masse von etwa 3 3 kDa. 
Humane Mn SOD (SOD- 2) , die vor allem in den Mitochondrien 
gefunden wird, ist ein Homotetramer und weist eine molare 
Masse von etwa 80 kDa auf. AuSerdem wurde noch eine sog. 
extrazellulare SOD oder EC-SOD identif iziert , die u.a. in. 
• extrazellularen Fliaiden wie Plasma, Lymphe und Synovialf luid 
vorkommt . Die cDNA- bzw. Aminosaure - Sequenzen aller drei 
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o.g. SOD Typen sind bekannt (vgl . z.B. (27), (28), (29)) und 
unterscheiden sich erheblich. Sie konnen einschlagigen 
Datenbanken (z.B. http : / /www. expasy.org/cgi-bin/niceprot) 
entnommen werden (Cu/Zn SOD oder SOD1 : Swiss-Prot Accession 
Number: P00441; Mn SOD oder SOD2 : Swiss-Prot Accession 
Number: P04179; extrazellulare SOD oder EC-SOD bzw. S0D3 ; 
Swiss-Porot Accession Number: P08294) . Wenn in der nachfol- 
genden Beschreibung nur die Abkiirzung SOD ve'rwendet wird, 
wird nicht zwischen den einzelnen SOD-Typen unterschieden, 
d.h. es geht in der Regel urn die Diskussion von Befunden und 
Aussagen, bei denen die enzymatische Wirkung im Vordergrund 
steht . 

Alle drei SOD Typen weisen aufgrund der unterschiedlichen 
Sequenzen ihrer Untereinheiten unterschiedliche Immunre- 
aktivitaten auf und konnen mit Hilfe von nicht kreuzrea- 
gierenden Immunoassays selektiv bestimmt werden (vgl. z.B. 
(2) ) . Sowohl humane Cu/Zn SOD als auch humane Mn SOD wurden . 
fur therapeutische Zwecke/Versuche bereits in rekombinanter 
Form hergestellt (vgl. (5) und die darin zitierten weiter- 
fuhrenden Literaturstellen) . 

Insbesondere zu SOD-1 und SOD-2 exist iert eine umfangreiche 
wissenschtaf tliche Literatur, die jedoch ein komplexes und 
teilweise widerspriichliches Bild des physiologischen Vprkom- 
mens und der Rolle der verschiedenen SOD Typen bei verschie- 
denen Krankheitszustanden, in verschiedenen Spezies und 
Organen bzw. Geweben und unter verschiedenen aujSeren Ein- 
fliissen liefert. U.a. ist seit langem bekannt , dass die 
Expression bzw. Translation von SOD durch Endotoxine (LPS) 
beeinf luSbar ist, und dass die LPS-Wirkung zumindest bei 
Ratten u.a. vom Sauerstof f anteil in der. Atemluf t abhangt 
(vgl. z.B. (1) und (3)). Die experimentellen Befunde unter- 
scheiden sich jedoch betrachtlich, je nach Herkunft des 
untersuclnten Gewebes bzw. der untersuchten Zellkultur sowie 
in Abhancfigkeit davon, ob man die mRNA- oder die Protein- 
Ebene betrachtet, wobei auSerdem das Zeitintervall der 
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Beobachtung eine zusatzliche Rolle spielt (vgl . z.B. (1) bis 
(4); (6), (7), (9), (10), (12), (13), (14)). Eskann jedoch 
verallgemeinernd gesagt werden, dass in den meisten der 
Falle von einer Steigerung der Mn SOD Expression/Translation 
unter dem Einfluss von LPS berichtet wird, wahrerid eine 
entsprechende Wirkung im Hinblick auf Cu/Zn SOD nicht oder 
nur in einer deutlich schwacheren Auspragung beobachtbar 
war. In den meisten Arbeiten wird sogar von einer Cu/Zn SOD 
Abnahme under der Einfluss von L.PS berichtet (vgl. z.B.- (1) 
bis (4), (7), (9), (10), (12) bis (14)). Die erhohte Bildung 
von SOD bei verschiedenen entzundlichen Erkrankungen wurde 
als Teil eines Schu.tzmechanismus gegen reaktive Sauerstoff- 
spezies (ROS) diskutiert, und SOD wurde demgemaS auch als 
Therapeutikum u.a. zur Entzundungshemmung (vgl. (5)) einge- 

setzt. 

Die Tatsache, dass viele der Ergebnisse mit verschiedenen 
Tiermodellen erhalten wurden, verkompliziert das Bild zu- 
satzlicn. So waren bei Ratten beobachtete schutzende Effekte 
einer LPS-Verabreichung z.B. bei Rindern nicht verif izierbar 
(vgl. z.B. (13) und die darin angefiihrten weiterf uhrenden 
Literaturstellen) . Es herrscht aber Einigkeit daruber, dass 
SOD u.a. im Zusammenhang mit Sauerstoff stress und Entzun- 
dungsreakt ionen des Korpers eine wichtige physiologische 
Rolle spielt . 

Demzufolge wurde SOD auch schon im Zusammenhang mit Sepsis 
bzw. sepsistypischen Komplikat ionen diskutiert. In der 
Veroffentli chung (8) bzw. einer daran anknupfenden Patentan- 
meldung WO 94/22016 Al wird berichtet, dass Sepsispatienten 
erhohte Spiegel an Mn SOD aufweisen, und dass bei Mn SOD 
Spiegeln oberhalb eines bestimmten Schwellenwerts das Risiko 
einer Entwicklung der als Komplikation gefurchteten akuten 
respiratorischen Insuffizienz (ARDS; adult respiratory 
distress syndrome) stark erhoht ist . Mn SOD wurde dabei 
immunologisch mittels eines selektiven ELISA Assays gemes- 
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Auf diesen Ergebnissen aufbauenci und auf diese Bezug nehmend 
wurde die Rolle von SOD bei Sepsis in der Folge mehrfach 
untersucht, und zwar u.a. auch in der Hoffnung, durch die 
SOD-Bestimmung fruhzeitig Ahhalt spunkte fur den zu erwarten- 
den Verlauf einer Sepsis zu erhalten (vgl . (11), (15) bis 
(17), (19), (20)). In alien einschlagigen Untersuchungen 
erfolgte jedoch keine selektive Bestimmung einzelner SOD- 
Typen, sondern es w~urde pauschal die SOD-Enzymaktivitat mit 
Verfahren ( (30) , (3 1)) bestimmt, die keine Aussage dariiber 
ermoglichen, auf welchen SOD-Typ die in der Probe festge- 
stellte Enzymaktivitat zuruck zu fuhren ist. Vor dem Hinter- 
grund der o.g. Basi sverof f entlichung gemaS (8) bzw. WO 
94/22016 Al muEte jedoch davon ausgegangen werden, dass die 
gemessene SOD-Enzymaktivitat raindestens uberwiegend auf 
erhohte Mn SOD- und moglicherweise zusatzlich EC-SOD-Werte 
zuruck zu fuhren ist. Eine spezifische Rolle der Cu/Zn SOD, 
oder eine besondere Nutzlichkeit der selektiven Bestimmung 
von Cu/Zn SOD, wurde im Zusamrnenhang mit Sepsis in keiner . 
der o.g. Verof f entl Ichungen diskutiert . Es ist in diesem 
Zusamrnenhang anzumezrken, dass die Messung einer Enzymaktivi- 
tat nicht mit der Messung der Konzentration eines fur die 
enzymatische Wirkung verantwort lichen Biomolekuls, oder 
einer Gruppe solcher Biomolekule, gleichgesetzt werden kann, 
da in den untersuchten Proben die Enzymwirkung z.B. gehemmt 
oder verstarkt sein kann, ohne dass sich die Konzentration 
des Enzyms/der Enzyme notwendigerweise andern muss. Fur SOD 
wurde z.B. eine Verminderung des Enzymwirkung durch reaktive 
Stickstof f spezies (RNS) beschrieben (24) . 

Auch in jungeren Veproff entl ichungen, die zeigen, dass die 
Expression des Cu/Zn SOD-Gens durch Stickoxid gesteuert zu 
sein scheint ((14), (18))/wird keine Beziehung zwischen der 
in einer Probe eines septischen Patienten messbaren Konzen- 
tration der Cu/Zn SOD und dem zu erwartenden Verlauf einer 
Sepsis hergestellt. Die erhohte Cu/Zn SOD Expression wird 
als Schutzmechanismus diskutiert. 
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Angesichts des klaren Nachweises von Cu/Zn SOD im Pavian- 
Sepsismodell der Anmelderin und angesichts der Tatsache, 
dass die in der Literatur zu f indenden Angaben zum Auf treten 
von SOD bei Sepsis im Hinblick auf die Rdlle von humaner SOD 
im Rahmen des Sepsisgeschehens und die diagnostische Nutz- 
lichkeit einer spezifischen Bestimmung von humaner Cii/Zn SOD 
in Serum- bzw. Plasmaproben von Sepsispatienten keinerlei 
sichere Anhaltspunkte lieferten, entschloss sich die Anmel- 
derin, durch Vermessung von Serum- bzw. Plasmaproben eines 
grofeen Kollektivs von Sepsispatienten zu uberprufen, ob 
irgendeine Beziehung zwischen den messbaren Konzentrationen 
von humaner Cu/Zn SOD in den Proben und dem dokumentierten 
Krankheitsverlauf der Patienten, von denen die untersuchten 
Proben stammten, besteht . 

Dahinter stand der schmerzlich empfundene Mangel, dass trotz 
des inzwischen in der klinischen Praxis eingefuhrten und 
bewahrten diagnostischen Sepsismarkers Procalcitonin weiter- 
hin ein dringender Bedarf nach erganzenden Biomarkern fur 
die Sepsis-Felndiagnostik und insbesondere fur eine friihzei- 
tige Sepsisprognostik besteht, die ein diagnostisches und 
vor allem prognostisches Potential aufweisen, das die klini- 
sche kontinuierliche Multiparameter-Uberwachung von Patien- 
ten auf Intensivstationen (z.B. gemaS APACHE II SCORE) 
sirrnvoll erganzen kann oder einer solchen Uberwachung ggf . 
sogar gleichwertig ist. 

* 

Uberraschender Weise ergaben die von der Anmelderin durch- 
gefuhrten Messungen von Cu/Zn SOD in Serum- bzw. Plasma- 
proben von Patienten von Intensiv- und Notf allstationen, 
dass die gemessenen Werte eine hervorragende Korrelation mit 
dem beobachteten Krankheits- bzw. Sepsisverlauf aufweisen 
und insbesondere- eine sichere fruhzeitige Zuordnung kritisch 
erkrankter Patienten zu den Gruppen der wahrscheinlich 
uberlebenden bzw. nicht uberlebenden Patienten erlaubt . Die 
quantitative Bestimmung von Cu/Zn SOD zeigte mit bemerkens- 
werter, von keinem anderen untersuchten biochemischen Marker 
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ubertrof f ener diagnostischer Sensitivitat und Spezifitat die 
Uberlebenswahrscheinlichkeit von Patienten an, die - in der 
Regel mit Sepsisverdacht Oder Sepsisdiagnose - auf die 
Intensivstation eingelief ert wurden. Sie erlaubt damit die 
Identif izierung einer besoiaderen Patienten-Risikogruppe 
unter Sepsispatienten. 

DemgemaS betrifft die vorliegende Erfindung gema£ Anspruch 1 
ein Verfahren zur friihzeitigen Ermittlung des Mortalitats- 
risikos vori Patienten auf Xntensiv- ud Not f allstationen, bei 
dem man in einer Serum- oder Plasmaprobe eines solchen 

- .s- 

Patienten selektiv die Konzentration der Cu/Zn Superoxiddis- 
mutase (Cu/Zn SOD oder SOD-1) bestimmt und - quantitativ 
oder semi quantitativ - gemessene Konzentrationen, die uber 
einem vorgegebenen Schwellenwert liegen, mit einem hohen 
Mortalitatsrisiko (einer niedrigen Uberlebenswahrscheinlich- 
keit) korreliert. 

Vorteilhafte oder f achgebiet subliche Ausgestaltungen eines 
solchen Verf ahrens sind Gegenstand der Anspruche 2 bis 12 . 

Nachfolgend wird das erf incliangsgemaEe Verfahren unter Bezug- 
nahme auf Messergebnisse und diese Messergebnisse veran- 
schaulichende graphische Darstellungen noch naher erlautert . 

Die Figuren zeigen: 

Figur 1 die Werte der-Messung der Cu/Zn SOD-Konzentratio- 
• nen fur ein Kollektiv von Sepsispatienten, wobei 
die Messungen mit Hilfe eines fur Cu/Zn SOD spezi- 
fischen Enzym- Immunoassays erfolgten. Die Proben 
wurden unter Beru.cksichtigung der zugehorigen 
Dokumentation des Krankheit sverlauf s einer Gruppe 
der Exitus- Patienten und einer Gruppe der Uber- 
lebenden zugeordnet . 

Fig. 2 die Ergebnisse der Messungen der enzymatischen . 
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SOD-Aktivitat fur gleichen Proben wie in. Fig. 1, in 
der gleichen Aufteilung auf Exitus-Patienten und 
Uberlebende; 

Fig. 3 eine Auswertung der in den Fig. 1 und 2 gezeigten 

■ 

Messergebnisse in der Form eines ROC-Plots, wobei 
die Ergebnisse der immunchemischen Messungen der 
Cu/Zn SOD (durchgezogene fette Linie) den Ergeb- 
nissen der Messung der SOD-Enzymaktivitat (punk- 
tierte Linie) g-egenuber gestellt sind. 

Wie sich aus den nachfolgenden Beispielen ergibt, wurden die 
immunchemischen Messungen der Cu/Zn SOD in Plasmen von 
Patienten von Intensivstationen (Sepsispatienten) mit einem 
fur Forschungszwecke kommerziell erhaltlichen ELI SA- As say 
(31) nach den Anweisungen des Herstellers durchgef uhrt . 

Es versteht sich jedoch, dass, die erf orderliche Spezifitat 
und Empf indlichkeit vorausgesetzt, auch irgendwelche anderen 
bekannten oder nach bekannten Prinzipien arbeitenden Immuno- 
assays zur Bestimmung von Cu/Zn SOD eingesetzt werden kon- 
nen. Beispiele fur derartige Assays finden sich u.a. in (2) 
und Patentanmeldungen wie EP 217 542 A2 , EP 327 337 A2 und 
WO 90/06513 Al. 

Grundsatzlich konnen alle fur die selektive quantitive oder 
wenigstens semiquantitative Bestimmung von Cu/Zn SOD ge- 
eigneten immunchemischen' Verfahren fur die Messung einge- 
setzt werden. 

Bei einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm wird das Verfahren als 
heterogener Sandwich- Immunoassay, durchgef uhrt , bei dem ein 
fur Cu/Zn SOD spezifischer Antikorper an eine beliebige 
Festphase, beispielsweise die Wande beschichteter Testrohr- 
chen (z.B. aus Polystyrol ; "Coated Tubes"; CT) oder an 
Mikrotiterplatten, zum Beispiel aus Polystyrol, oder an 
Partikel, beispielsweise Magnetpartikel immobilisiert ist, 
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wahrend ein weiterer Antikorper . einen Rest tragt, der ein 
direkt nachweisbares Label, darstellt oder eine selektive 
Verknupfung mit einem Label ermoglicht und der Detektion der 
gebildeten Sandwich- St rukt urqn .dient . Auch eine zeitlich 
verzogerte bzw. nachtragliche Immobilisierung unter Ver- 
wendung geeigneter Festphasen ist moglich. 

Grundsatzlich konnen alle in Assays der beschriebenen Art 
verwendbaren Markierungstechniken angewandt werden, zu denen 
Markierungen mit Radioisotopes Enzymen, Fluoreszenz- , 
Chemolumineszenz- oder Biolumine s zenz - Labeln und direkt 
optisch detektierbaren Farbmarki erungen, wie beispielsweise 
Goldatomen und Farbstof f teilchen , wie sie insbesondere fur 
sog. Point -of -Care (POC) oder Sclinell tests verwendet werden, 
gehoren. Es liegt somit im Rahmen der vorliegenden Erfin- 
dung, das erf indungsgemafce Verfahren auch als Schnelltest 
auszugestalten. 

Die beiden Antikorper konnen auch im Falle heterogener 
Sandwich- Immunoassays Teile eines Nachwe is systems der nach- 
folgend im Zusammenhang mit homogenen Assays beschriebenen 
Art aufweisen. Das erf indungsgetnaSe Verfahren kann somit 
beispielsweise auch' unter Anwendung eines homogenen Nach- 
weisverfahrens durchgefuhrt werden, bei dem die aus den 
beiden Antikorpern und der nachzuweisenden Cu/Zn SOD gebil- 
deten Sandwichkomplexe in der flussigen Phase suspendiert 
bleiben. In einem .solchen Fall ist es bevorzugt, beide 
Antikorper mit Teilen eines Nachwe is systems zu markieren, 
das dann, wenn beide Antikorper in einen einzigen Sandwich 
integriert werden, -eine Signaled zeugung oder Signalauslosung 
ermoglicht. Derartige Techniken sind insbesondere als- Fluo- 
reszenzverstarkungs- oder Fluoreszenzloschungs-Nachweis- 
verfahren ausgestaltbar . Ein besonderes bevorzugtes der- 
artiges Verfahren betrifft die Verwendung von paarweise 
einzusetzenden Nachweisreagenzien, wie sie beispielsweise 
beschrieben sind in US-A-4 822 733, EP-B1-180 492 oder EP- 
Bl-539 477 und dem ■ darin zitierten Stand der Technik. Sie 
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ermoglichen eine Messung,' die selektiv nur Reaktionsprodukte 
erfafit, die beide Markierungskomponenten in einem einzigen 
Immunkomplex enthalten, direkt in der Reaktionsmischung . Als 
Beispiel ist auf die unter den Marken TRACE® (Time Resolved 
Amplified Cryptate Emission) bzw. KRYPTOR® angebotene Tech- 
nologie zu verweisen, die die Lehren der. o.g. Anmeldungen 
umsetzt . 

* 

♦ 

In dem nachf olgenden Beispiel wurde als bevorzugter Schwel- 
lenwert (Cut-off) fur die Prognoses "100% Mortalitatsrisiko" 
bzw. "hohe LTberlebenswahrscheinliclikeit " ein Wert von 310 
ng/ml ermittelt. Dieser Schwellenwert kann jedoch in Abhan- 
gigkeit vom prognostischen Ziel variiert werden. Es ist 
ferner anzumerken, dass der im Beispiel angegebene optimale 
Schwellenwerte mit dem kommerziell erhaltlichen Assay gemafi 
(31) ermittelt wurde. Schwellenwerte sind jedoch stets 
abhangig von der Eichung des zur Bestimmung verwendeten 
immunchemischen Verf ahrens . Wird ein anderer Immunoassay 
verwendet, konnen sich andere absolute Schwellenwerte fur, 
die messbaren Cu/Zn Konzentrationen ergeben. Eine Anpassung 
an den hierin angegebenen Schwellenwert durch eine geeignete 
Eichung des verwendeten speziellen Assays mit dem Assay 
gema£ (31) sollte jedoch stets moglich sein. Soweit ein o.g. 
Schwellenwert in den Patentanspruclien erscheint, ist er im 

0. g. Sinne zu verstehen und kann patentrechtlich nicht als 
absolutes Kriterium fur eine Anwendung des erf indungsgemafcen 

* 

Verf ahrens interpretiert- werden. 

Die in einer konkreten klinischen Umgebung verwendeten 
Schwellenwerte sind somit eichungs abhangig . Dem medizini- 
scheh Praktiker bereit dieser Umstand jedoch keine Probleme. 

Versuchsergebnisse : 

1. Materialien und Methoden: 

Nachfolgend wird die statistische Auswertung der Messung der 
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Cu/Zn SOD-Konzentrationen in Plasmen von Patienten von 
Intensivstationen beschrieben. Jede der vermessenen Proben 
war nach der Probennahme (Venenblut) sof ort . auf fachubliche 
Weise unter Gewinnung eines EDTA- Plasmas auf gearbeitet 
worden, und die EDTA-Plasma-Probe. anschliefcend sof ort bei - 
20°C eingefroren worden. Die eingef rorenen Plasmen wurden 
wie die zugehorigen Dokumentationen des Krankheitsverlauf s 
fur Me s sung sz we eke auf bewahrt . Die aufgetauten Proben wurden 
aulSer fur die nachfolgend beschriebenen Bestimmungen auch im 
Rahmen verschiedener anderer Bestimmungen verwendet , die im 
vorliegenden Zusammenhang nicbt naher erlautert werden 
muss en. 

Die Bestimmung der Cu/Zn SOD-Konzentrationen in den einzel- 
nen Plasmen erfolgte unter Verwendung eines kommerziell fur 
Forschungszwecke erhaltlichen ELISA-Assays ("human Cu/Zn SOD 
ELISA BMS222", Bender MedSystems, MedSystems Diagnostics 
GmbH, Rennweg 95b, A-1030 Wien, Osterreich) nach der Ar- 
beit svorschri ft der Hersteller im zugehorigen Manual (32) . 

Die zu Vergleichszwecken durchgef uhrte Bestimmung der enzy- 
matischen SOD-Aktivitat in den Proben erfolgte analog (11) 
nach dem Verfahren gemaS (30) . 

Zur statist ischen Auswertung der Messungen wurde die ent- 
sprechende handelsubliche Software (Prism 4.0, Graphpad.com) 

verwendet . 

2. Messungen von Plasmen eines Patientenkollektivs 
2a. Primarmessungeri 

Urn fur die nachf olgenden Messungen Bezugswerte zu erhalten, 
wurden die Cu/Zn SOD-Konzentrationen in Proben von gesunden 
Probanden gemessen. Die Werte streuten erheblich im Bereich 
von 114,1 ng/ml bis 352,1 ng/ml urn einen Medianwert von 224 
ng/ml (Standard-Abweichung 49,70 ng/ml). Es wurden keine 



* 
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Unterschiede zwischen mannlichen und weiblichen Probanden 
beobachtet . 

2b. Cu/Zn SOD und das Mortalitatsrisiko bzw. die Uberle- 
benswahrscheinlichkeit von Intensivs tationspat ienten 
mit den Diagnosen Sepsis, schwere Sepsis und septischer 
Schock: 

Fur die nachf olgenden Messungen wurden 10 3 Plasmaproben 
einer bei der Anmelderin verfiigbaren Bank: von Proben von 
Sepsispatienten (Diagnose Sepsis, schwere Sepsis und septi- 
scher Schock) von verschiedenen Intensivs tat ionen verwendet . 
Die Blutabnahme erfolgte innerhalb der ersten 48 h" nach 
Aufnahme auf die Intensivstation . 

Die Messungen der Cu/Zn SOD-KonzentrationLen und die Aus- 
wertung der Messungen erfolgte wie erlautert. Im Hinblick 
darauf , dass in- (8) im Zusammenhang mit Sepsis bzw. der 
Entwicklung von ARDS die Bestimmung von KEn SOD vorgeschlagen 
wird, und darauf aufbauend in (11) die Bestimmung der SOD- 
Enzymaktivitat in Proben von Sepsispatienten als Prognose- 
marker diskutiert wird, wurden die fur Cxx/Zn SOD erhaltenen 
Messwerte und deren prognostische Signifikanz gema£ der 
vorliegenden Erfindung verglichen mit den. Ergebnissen, die 
fur die gleichen Proben bei einer Bestimmung der SOD-Enzym- 
aktivitat (kU/L) nach dem in (11) angewarxdten Verfahren 
gemaS (30) erhalten werden. 

Die Ergebnisse der beiden Arten von Messungen sind in den 
Figuren 1, 2 und 3 gezeigt. Auf der Basis einer Gruppierung 
der untersuchten Proben in solche von Exi tus-Patienten (79 
Patienten) und von Uberlebenden (24 Patienten) wurde als 
geeigneter Schwellenwert (Cut-Off) ein Wert von etwa 310 
ng/ml ermittelt und fur die Auswertung benutzt. 

Bin Vergleich der Fig. 1 und 2 veranschaulicht ,' dass eine 
immunchemische Bestimmung der Cu/Zn SOD-Konzentrationen im 
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Plasma von Patienten auf Intensivstationen (Sepsispatienten) 
nicht mit einer Bestimmung einer SOD-Enzymaktivitat in den 
gleichen Proben gleichgesetzt werden kann, da qualitativ 
ganz andere Ergebnisse erhalten werden . 

AuSerdem wurden die Ergebnisse der Messungen der Cu/Zn SOD- 
Konzentrationen sowie der zu Vergleichszwecken durchgefuhr- 
ten Messungen der enzymatischen Aktivitat mittels sogenann- 
ter ROC-Kurven (Receiver Operating Characteristic Plots) 
ausgewertet, die die Sensivitaten und Spezifitaten der Cu/Zn 
SOD-Bestimmung fur das Patientenkollektiv in Relation set- 
zen. Die Sensitivitat wurde berechnet als Anteil richtig 
erkannter spater Verstorbener bezogen auf- alle spater Ver- 
storbenen . Die Spezifitat wurde berechnet als Anteil der 
richtig erkahnten Uberlebenden bezogen auf die Gesamtzahl 
der Uberlebenden. 

Bei ROC-Kurven kann die Flache zwischen der betref fenden 
Kurve und einer unter einem Winkel von 45° verlaufenden 
Geraden ("area under* the ROC function" oder "area under the 
curve", AUC) als KenngroJSe fur die statistische Relevanz 
einer Bestimmung genommen werden. Je groSer diese Flache 
ist, desto hoher ist die diagnostische bzw. prognostische 
Signifikanz. 

Bei einer ROC-Auswertung der Werte gemalS den Fig. 1 und 2 
zeigt sich gemafi Fig. 3, dass die spezifische immunchemische 
Bestimmung der Cu/Zn SOD (fette durchgezogene Linie) sehr 
.viel" aussagekraf tigere und signif ikatere Ergebnisse liefert 
als eine Bestimmung der SOD-Enzymaktiv±tat (punktierte 
Linie) in den gleichen Proben. 

■ 

Aufgrund der o.g. Ergebnisse der statist ischen Auswertung 
der Messung von Cu/Zn SOD in Plasmen von Patienten von 
Intensivstationen eroffnet sich uberraschender Weise eine 
neue Moglichkeit, durch Messung der Konzentration dieses 
Biomarkers Cu/Zn SOD bei Patienten, die auf eine Intensiv- 
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station eingeliefert werden, eine rasche Voraussage zu deren 
Uberlebenschancen zu erhalten. Eine solche Mes'sung ist 
insbesondere in Kombination mit einer Messung von Procalci- 
tonin zur Sepsisdiagnose sinnvoll. Patienten md_t hohen Cu/Zn 
SOD-Konzentrationen stellen sich dann als besondere Risiko- 
gruppe unter den Sepsispatienten dar, die eine besondere 
Behandlung und therapeutische Intervention rechtf ertigen . In 
diesem Zusammenhang ist z.B. darauf hinzuweisen, dass kurz- 
lich in den U.S.A. eine Zulassung von aktiviertem Protein C 
(Drotrecogin oder Xigris von Eli Lilly) zur Therapie von 
Sepsis erfolgt ist, jedoch nur fur diejenige Teilpopulation 
der Sepsispatienten, fur die ein hoh.es Mortalifcatsrisiko 
besteht. Es stellt sich somit als Herausf orderung die Frage, 
wie diese Teilpopulation korrekt ermittelt werden kann. Die 
mangels Alternativen vorgesehene Anwendung des APACHE II 
SCORES wird in der Literatur kontrovers diskutiert (35) , 
(36), (37). Die Verf ugbarkeit des Prognosemarkers Cu/Zn SOD 
als zusatzliches oder alternatives Instrument zur Identifi- 
zierung von Sepsis-Hochrisikopatienten stellt ±n diesem Zu- 
sammenhang einen wichtigen Fortschritt dar. 
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Pa t ent anspruche 

1. Verfahren zur fruhzeitigen Ermittlung des Mortalitats- 
risikos von Patienten auf Intensiv- oder Notf allstationen, 
dadurch gekennzeichnet, dass man in einer Serum- oder Plas- 
maprobe eines solchen Patienten selektiv die Konzentration 
der Cu/Zn Superoxiddismutase (Cu/Zn SOD oder SOD-1) bestimmt 
und Konzentrationen, die uber einem yorgegebenen Schwellen- 
wert liegen, mit einem hohen Mortalitatsrisiko korreliert . 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass 
die Patienten Intensivstations-Patienten sind, fur die die 
klinische Diagnose auf Sepsis, schwere Sepsis oder septi- 
scher Schock lautet . 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeich- 
net, dass das Verfahren zur Bestimmung der Cu/Zn SOD-Konzen- 
trationen ein fur Cu/Zn SOD selektives immunchemisches 
Bestimmungsverf ahren ist. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass 
das selektive immunchemi s che Bestimmungsverf ahren eine 
Ligandenbindungsassay vom kompetitiven Typ oder Sandwichtyp 

ist . 

» 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch 
gekennzeichnet, dass man die Korrelation zwischen der in der 
Serum- oder Plasmaprobe vorhandenen Cu/Zn SOD Konzentration 
und dem Schwellenwert durch eine quantitative oder semiquan.- 
titative Konzentrationsbestimmung herstellt. 

i 

6. Verfahren nach Anspruch 4 oder 5, dadurch gekennzeich- 
net, dass der Ligandenbindungsassay eine homogener oder 
heterogener Immunoassay vom Sandwichtyp ist, bei dem zum 
Nachweis von Cu/Zn SOD wenigstens ein markierter monoklona- 



WO 2005/076006 



PCT/EP2005/001037 



- 26 - 

ler oder polyklonaler Antikorper verwendet wird und die 
Markierung ausgewahlt ist aus Radioisotop- , Fluoreszenz--, 
Chemilumineszenz- , Enzym- und direkten optisch detektier- 
baren Farbstof f partikeln. 

t 

* 

< 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch 
gekennzeichnet, dass man als optimalen Schwellenwert fur die 
gemessene Cu/Zn SOD-Konzentration, einen Wert von 310 ng/ml 
oder mehr wahlt. 

8. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch 
gekennzeichnet, dass es i'm Rahmen einer Multiparameter -Be - 
stimmung durchgefuhrt wird, bei der gleichzeitig eine quan- 
titatvie oder qualitative Bestimmung mindestens eines weite- 
ren Sepsis-Prognoseparameters erf olgt . 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet; dass 
im Rahmen der Multiparameter-Bestimmung neben Cu/Zn SOD 
wenigstens ein weiterer Parameter bestimmt wird, der ausge- 
wahlt ist aus der Gruppe, die besteht aus Procalcifconin, CA 
19-9, CA 125, S100B, SIOOA-Proteinen, loslichen Cytokeratin- 
Fragmenten, insbesondere CYFRA 21, TPS und/oder loslichen 
Cytokerat in- 1- Fragment en (sCYlF) , den Peptiden Inflammin, 
CHP, IiASP-1, GNAT, Mutarotase, CPS 1 sowie den Pepfcid-Pro- 
hormonen proAJSTP, proBNP, proADM und dem C-reaktiven Protein 
(CRP) . 

10. ' Verfahren nach Anspruch 8 oder 9, dadurch gekennzeich- 
net, dass die Multiparameter -Bestimmung als Simultanbestim- 
mung mittels einer Chiptechnologie-Messvorrichtung oder 
einer immunchromatographi schen Messvorrichtung erf olgt . 

11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Auswertung des mit der Messvorrichtung gewonnenen 
komplexen Messergebnisses mit Hilfe eines Computerprogramms 
erf olgt. 
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12. - Verf ahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, dad-urch 
gekennzeichnet , dass e's als immunchromatographisches Point- 
of-Care Verfahren (Schnelltest > durchgefuhrt wird. 
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GEANDERTE ANSPRttCHE 
[beim Internationalen Btiro am 23 May 2005 (23 .05.2005) eingegangen; 
ursprtingliche AnsprUche 1-12 durch geanderte AnsprUche 1-9 ersetzt (2 Seiten)] 

1. Verfahren zur f rfthzeitigen Ermittluncj des Mortalitats- 
risikos von Intengivstatione-Patienten, f xir die die klini- 
sche Diagnose auf Sepsis, schwere Sepsis oder septischer 
Schock lautet, dadurch gekennzeichnet, dass man in einer 
Serum- oder Plasmaprobe eines eolchen Patienten mittels 
eines fur Cu/Zn Superoxiddismutase (Cu/Zn. SOD oder SOD-1) 
spezifischen immunchemischen Bestimmungsverf ahrens selektiv 
die Konzentration der Cu/Zn SOD bestimmt und Konzent ratio- 
nen, die uber einem vorgegebenen Schwellenwert liegen, mit 
einem hohen Mortalitatsrisiko korreliert. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , dass 
das spezifische immunchemische Bestimmungsverf ahren ein 
Ligandenbindungsassay vom kompetitiven Typ oder Sandwichtyp 
ist . 

3- Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass 
der Ligandenbindungsassay eine homogener oder heterogener 
Immunoassay vom Sandwichtyp ist, bei dem zunt Nachweis von 
Cu/Zn SOD wenigstens ein markierter monoklonaler oder poly- 
klonaler Antik6rper verwendet wird und dio Markierung ausge- 
wahlt ist aus Radioisotop- , Fluoreszenz- , Chemilumineezenz- , 
Enzymmarkierungen und direkten optisch defcektierbaren Farb- 
stof fpartikeln. 

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dase 
man als optimalen Schwellenwert fur die gemessene Cu/Zn SOD- 
Konzentration einen Wert von 310 ng/ml oder mehr wahlt. 

5. Verfahren nach einem der AnsprUche 1 bis 4, dadurch 
gekennzeichnet, dass es im Rahmen einer Mi-iltiparameter-Be- 
stimmung durchgefuhrt wird, bei der gleicHzeitig eine quan- 
titative oder qualitative Bestimmung raindeatens eines weite- 
ren Sepsis -Prognoseparameters erfolgt. 
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6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichxiet , dass 
im Rahmen der Multiparameter-Bestiminung neben Cu/Zn SOD 
wenigstena ein weiterer Parameter* bestimmt wird, der ausge- 
wahlt ist.aus der Gruppe, die besteht aus Procalcitonin, CA 
19-9, CA 125 , S100B, SIOOA-Protexnen, loslichen Cytokeratin- 
Fragmenten, insbesondere CYFRA 21 f TPS und/oder loslichen 
Cytokeratin-l-Fragmenten (sCYlF) , den Peptiden Inflammin, 
CHP, LASP-l, GNAT, Mutarotase, CPS 1 sowie den Peptid-Pro- 
hormonen proANP, proBNP, proADM uiid dem C-reaktiven Protein 
(CRP) . 

7. Verfahren nach Anspriich 5 ocier 6, dadurch gekennzeich- 
net f dass die Multiparameter-Bestimmung als Sinmltanbestim- 
mung mittels einer Chiptechnologie-Messvorrichtung oder 
einer immunchromatographischen MTessvorrichtung erf olgt . 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass 
die Auswertung des ntit der Messvorrichtung gewonnenen kom- 
plexen Messergebnisses mit Hilfe eines Compute rprogramms 
erf olgt . 

9. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, dass es als immunchromatographisches Point - 
of-Care Verfahren (Schnellteet) durchgefuhrt wird. 



GEANDERTES BLATT (ARTIKEL 19) 



WO 2005/076006 



PCT/EP2005/001 037 



1/3 



bo io 




CO 

CO %Z 
CO g 

co -g 

O J£ 
C «— 
-j CD 

1° 



ro* o 

CO ^5 CO 

S co w 

E c 



CD 



CM 



CD 



CM 



|LU/6U 



WO 2005/076006 PCT/EP2005/001037 



. 2/3 



CD 0~ 

co n- 




CM 
O 



n/n>i 



WO 2005/076006 PCT/EP2005/001037 



3/3 



CO CM 

CO 



o o 
< < 



o 

V 






































* 




1 

■ 




1 






> 


{ 

\ ■■ 




■ 








■ 




* 

• 










1 




,111 


_ 


fill 


r 



o 

CO 



O 
CD 



0) 

QL 

CO 
I 



o 

CM 



CO 

CD 



CD 



O 
CM 



